Turkish Journal of Veterinary & Animal Sciences
Volume 26

Number 4

Article 29

1-1-2002

Development of In Vitro Derived Sheep Embryos to the Blastocyst
Stage
SEMA BİRLER
SERHAT PABUCCUOĞLU
SERHAT ALKAN
ÖZEN BANU ÖZDAŞ
HATEM ATALLA

See next page for additional authors

Follow this and additional works at: https://journals.tubitak.gov.tr/veterinary
Part of the Animal Sciences Commons, and the Veterinary Medicine Commons

Recommended Citation
BİRLER, SEMA; PABUCCUOĞLU, SERHAT; ALKAN, SERHAT; ÖZDAŞ, ÖZEN BANU; ATALLA, HATEM; and
İLERİ, İRFAN KAMURAN (2002) "Development of In Vitro Derived Sheep Embryos to the Blastocyst Stage,"
Turkish Journal of Veterinary & Animal Sciences: Vol. 26: No. 4, Article 29. Available at:
https://journals.tubitak.gov.tr/veterinary/vol26/iss4/29

This Article is brought to you for free and open access by TÜBİTAK Academic Journals. It has been accepted for
inclusion in Turkish Journal of Veterinary & Animal Sciences by an authorized editor of TÜBİTAK Academic
Journals. For more information, please contact academic.publications@tubitak.gov.tr.

Development of In Vitro Derived Sheep Embryos to the Blastocyst Stage
Authors
SEMA BİRLER, SERHAT PABUCCUOĞLU, SERHAT ALKAN, ÖZEN BANU ÖZDAŞ, HATEM ATALLA, and
İRFAN KAMURAN İLERİ

This article is available in Turkish Journal of Veterinary & Animal Sciences: https://journals.tubitak.gov.tr/veterinary/
vol26/iss4/29

Turk J Vet Anim Sci
26 (2002) 891-894
© TÜB‹TAK

Araflt›rma Makalesi

‹n Vitro Fertilizasyonla Elde Edilen Koyun Embriyolar›n›n Blastosist
Dönemine Kadar Gelifltirilmesi*

Sema B‹RLER, Serhat PABUÇÇUO⁄LU, Serhat ALKAN, Özen Banu ÖZDAfi,
Hatem ATALLA, ‹rfan Kamuran ‹LER‹
‹stanbul Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Dölerme ve Sun’i Tohumlama Anabilim Dal›, ‹stanbul - TÜRK‹YE

Gelifl Tarihi: 27.04.2001

Özet: Koyun oositlerinin in vitro olgunlaflt›r›lmas›, fertilizasyonu ve elde edilen embriyolar›n blastosist dönemine kadar gelifltirilmesi
hedeflenen bu çal›flmada, mezbahada kesilen K›v›rc›k ›rk› koyunlar›n ovaryumlar› kullan›lm›flt›r. Ovaryumlar 30-35 °C ›s›da PBS
solüsyonu içerisinde laboratuvara getirilmifl ve folliküllerin aç›l›p, oosit y›kama medyumu ile y›kanmas›yla kumulus-oosit kompleksleri
elde edilmifltir. Stereo mikroskop alt›nda seçilen kumulus-oosit kompleksleri sodyum piruvat, follikül stimülan hormon (FSH),
luteinizan hormon (LH) ve % 10 fötal buza¤› serumu (FCS) ilaveli medyum-199 içerisinde, 38.5 °C ›s› ve % 5 CO2’li ortamda 2324 saat olgunlaflt›r›lm›flt›r. Üç adet K›v›rc›k ›rk› koçtan al›nan ve pooling yap›lan taze sperma, Percoll yöntemi ile in vitro fertilizasyon
amac›yla haz›rlanm›fl ve % 2 SES (östrustaki koyun serumu) ilaveli BSOF medyumu içine al›nan oositlerin üzerine ilave edilerek
(0.8x106 spermatozoon/ml) 20-21 saat inkübe edilmifltir. Fertilize edilen oositler sentetik ovidukt medyumu (SOF) içerisine al›nm›fl
ve % 5 CO2, % 5O2 ve % 90 N2’lu gaz kar›fl›m› bulunan ortamda 8. güne kadar kültüre edilmifltir. Kültürdeki 4. gün oositlerin
bulundu¤u medyuma 1.5mM glikoz ilave edilmifltir.
Çal›flmada kullan›lan 171 oositten 151 tanesi yar›klanm›fl (% 88,3), bunlardan 56 tanesi morula (% 37,1), 14 tanesi ise (% 9,3)
blastosist dönemine ulaflm›flt›r.
Anahtar Sözcükler: Koyun, in vitro fertilizasyon, in vitro kültür, blastosist dönemine geliflim

Development of In Vitro Derived Sheep Embryos to the Blastocyst Stage
Abstract: The objective of the present study was to mature and fertilize primary sheep oocytes in vitro and to develop them to the
blastocyst stage. Ovaries from slaughtered K›v›rc›k ewes were used. The ovaries were transported to the laboratory in a vacuum
flask in which 30-35 °C PBS (phosphate buffered saline) was included. The cumulus-oocyte complexes were collected by rupturing
and washing the follicle wall with oocyte washing medium. They were then selected under a stereo microscope and maturated for
23-24 hours in medium 199 supplemented with sodium pyruvate, follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH) and
10% fetal calf serum (FCS), under 5% CO2 atmosphere and at 38.5 °C temperature. Semen collected and pooled from three Kivircik
rams by electro-ejaculation and prepared for in vitro fertilization by Percoll-gradient method was incubated for 20-21 hours with
oocytes in BSOF medium supplemented with 2% sheep estrous serum (SES) (0.8x106 spermatozoon/ml). Presumptive zygotes were
cultured in SOF medium for 8 days in synthetic oviduct medium (SOF) under an atmosphere of 5% CO2, 5% O2 and 90% N2. Glucose
(1.5mM) was added to the culture medium on Day 4.
Out of 171 oocytes, 151 cleaved (88.3% ). Fifty-six morulae (37.1% ) and 14 blastocysts (9.3% ) were obtained from these in
vitro derived embryos.
Key Words: Sheep, in vitro fertilization, in vitro culture, development to blastocyst stage

Girifl
Hayvan ›slah›n›n h›zland›r›lmas› ve genetik ilerleme
amac›yla günümüzde kullan›lan biyoteknolojik yöntemler
ile oldukça önemli ilerlemeler kaydedilmektedir.
Ülkemiz flartlar›nda bugüne kadar gerçeklefltirilen
çal›flmalarda [koyun (1-3), inek (4-6), laboratuvar

hayvanlar› (7)] istenen düzeye ulafl›lamam›flt›r. Dünyada
bu konuda yap›lan birçok çal›flmada (8-13) % 6-40
oran›nda blastosist oranlar› bildirilirken, ülkemizde
koyunlarda yap›lan önceki çal›flmalarda (1-2) in vitro
fertilizasyon ve kültür sonras› blastosist dönemine
ulaflmak mümkün olmam›flt›r.

*Bu çal›flma ‹stanbul Üniversitesi Araflt›rma Fonunca desteklenmifltir. Proje No: 1288/050599
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Bu çal›flman›n amac›, primer koyun oositlerinin in vitro
olgunlaflt›r›lmas›, in vitro fertilizasyonu ve in vitro
kültürünü takiben blastosist dönemine ulafl›lmas›d›r.

Materyal ve Metot
Oositlerin kazan›lmas› ve olgunlaflt›r›lmas›:
Çal›flmada oosit kazan›m› amac›yla Çekmece Et kombinas›
(Had›mköy-‹stanbul) mezbahas›nda kesilen K›v›rc›k ›rk›
koyunlar›n ovaryumlar› kullan›ld›. Ovaryumlar, içinde 3035 °C ›s›daki fosfat tamponlu tuz solüsyonu (PBS)
bulunan termos içerisinde laboratuvara getirildi. PBS
solüsyonunda tekrar y›kanan ovaryumlar oosit kazan›m›
süresince bu solüsyonun içerisinde su banyosunda
tutuldu. Ovaryumlar›n yüzeyindeki 1-6 mm. çap›ndaki
antral folliküller aç›larak, follikül içleri Hepes tamponlu
medyum 199 (H-199+) ile bir saat cam›na y›kand›.
Y›kant› s›v›lar› stereo mikroskop alt›nda incelenerek en az
4 s›ra kompakt kumulus kitlesi olan homojen vitellusa
sahip oositler olgunlaflt›rma amac›yla seçildi. Bu oositler
H-199+ medyumu içerisinde 3 kez y›kand›ktan sonra
olgunlaflma medyumu (FSH, LH, sodyum piruvat ve FCS
ilaveli M 199) içerisine transfer edildi. Medyumun üzeri
mineral ya¤ ile örtüldü ve oositler 38.5 °C ›s›, % 5 CO2’li
ortamda 23-24 saat inkübe edildi. ‹lk kesimden itibaren
ovaryumlardan oositlerin kazan›lmas› ve kültüre
konmas›na kadar geçen sürenin 5 saatten fazla
olmamas›na özen gösterildi.
Sperman›n haz›rlanmas› ve in vitro fertilizasyon:
Üç K›v›rc›k ›rk› koçtan elektro-ejakülatör yöntemiyle
al›nan sperma pooling yap›larak, oda ›s›s›na gelmesi
beklendi ve hepes tamponlu sentetik ovidukt s›v›s›
medyumu
(HSOF)
ile
suland›r›ld›
(1:20;
sperma:medyum). ‹ki tabaka halinde haz›rlanan Percoll’ün
(% 90 ve % 45) üzerine bir tabaka halinde 200 µl
suland›r›lm›fl sperma b›rak›ld› ve 1500 g’de 15 dakika
santrifüje edildi. Üst k›sm›n tamamen at›lmas›ndan sonra
dipteki pellet HSOF ile tekrar suland›r›ld› ve 600 g’de 6
dakika daha santrifüje edildi. Üst k›sm›n tamamen
at›lmas›ndan sonra sperman›n konsantrasyon tayini
yap›ld›.
‹n vitro olgunlaflt›rmay› takiben oositler hafifçe
pipetlenerek kumulus hücrelerinin bir k›sm› uzaklaflt›r›ld›
ve iki kez H-199+ medyumunda y›kand›ktan sonra % 2
oran›nda SES (östrustaki koyunlardan elde edilen serum)
ilaveli, bikarbonat tamponlu SOF (BSOF) medyumu
içerisine al›nd›. Haz›rlanm›fl sperma oositler üzerine ilave
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edildi (0.8x106 spermatozoon/ml) ve 38.5 °C ›s›, % 5
CO2’li ortamda 20-21 saat inkübasyona b›rak›ld›.
‹n vitro kültür: Spermatozoonlarla inkübasyonu
takiben fertilize olduklar› düflünülen oositler iki kez HSOF
ve bir kez SOF medyumu ile hafifçe pipetlenerek y›kand›
ve SOF medyumu içerisine al›nd›. Fertilize olmufl oositler,
38.5 °C ›s› ve % 5 O2, % 5 CO2 ve % 90 azot gaz kar›fl›m›
sa¤lanan ortamda kültüre edildi (7-8 gün). Kültürdeki 4.
gün medyuma 1.5 mM glikoz ilave edildi ve bölünmeyen
oositler kültür medyumundan uzaklaflt›r›ld›. Kültür
süresinin sonunda embriyolar›n geliflmeleri de¤erlendirildi
(fiekil 1-2).

fiekil 1.

Expanded (genifllemifl) blastosist döneminde bir koyun
embriyosu.

fiekil 2.

Hatched blastosist dönemine (zona pellusidadan ç›km›fl)
ulaflm›fl bir koyun embriyosu.

Bulgular
Çal›flmada 171 oosit in vitro olgunlaflt›rma,
fertilizasyon ve kültür amac›yla kullan›ld›, bunlardan 151
tanesi (% 88,3) yar›klanma (cleavage) geçirdi. Sonuçlar
Tablo 1’de yer almaktad›r.

S. B‹RLER, S. PABUÇÇUO⁄LU, S. ALKAN, Ö. B. ÖZDAfi, H. ATALLA ‹. K. ‹LER‹

Yar›klanan oositlere göre
Oosit say›s›

Yar›klanm›fl oosit say›s› (%)

Morula say›s› (%)

Blastosist say›s› (%)

171

151 (88,3)

56 (37,1)

14 (9,3)

Tart›flma
Bu çal›flman›n sonuçlar›, mezbahada kesilen
koyunlar›n oositleri ile in vitro olgunlaflt›rma, in vitro
fertilizasyon ve in vitro kültür aflamalar›n› takiben
transfer edilebilir kalitede embriyolara dünya
standartlar›na
yak›n
ölçüde
ulafl›labildi¤ini
göstermektedir. Sunulan çal›flmada yar›klanma (cleavage)
oran› oldukça yüksek (% 88,3) olmufltur. Naqvi ve ark.
(14) ile Walker ve ark. (15) s›ras›yla % 29-51 ve % 5070 yar›klanma oranlar› bildirirlerken, daha önce
yapt›¤›m›z çal›flmalarda (1-2) da % 13-62 ve % 33-53
yar›klanma oranlar› elde edilmifltir. Gomez ve ark. (8) ile
Sevillano ve ark. (9) % 62-70 oranlar›nda yar›klanma
saptam›fllard›r. Bu çal›flmada elde edilen yar›klanma oran›,
bildirilen oranlar›n üzerinde iken, O’Brien ve ark. (10)’n›n
saptad›klar› yar›klanma oranlar›na (% 81-82) benzerdir.
‹n vitro olarak üretilmifl (in vitro fertilizasyon
aflamalar› uyguland›ktan sonra yar›klanm›fl olan)
embriyolar›n morula ve blastosist dönemine ulaflma
oranlar› günümüzde halen düflük düzeylerdedir. Özellikle
blastosist dönemine ulaflma oranlar›, bu yolla elde edilmifl
embriyolar›n daha ileri yaflama ve yavru oluflturma
kabiliyetlerinin bir göstergesi olarak kabul edilmektedir.
Bu yüzden yap›lan çal›flmalarda morula ve özellikle
blastosist dönemine ulaflan embriyo say›lar› art›r›lmaya

Tablo 1.

Koyun oositlerinin in vitro
olgunlaflt›r›lmas›, fertilizasyonu ve 8
günlük kültürü sonucu ulafl›lan
geliflme dönemleri.

çal›fl›lmaktad›r. Sunulan çal›flmada elde edilen morula
oran› (% 37,1) birçok araflt›r›c› taraf›ndan elde edilen
verilerden yüksek iken [16 (% 16-21); 11 (% 15-18);
12 (% 14-18)], Madan ve ark. (17)’n›n bildirdikleri
morula oranlar›na (% 37,6) benzer olmufltur. Buna
karfl›n Czlonkowska ve ark. (18) ile Sevillano ve ark. (9)
daha yüksek morula oranlar› (s›ras›yla % 43 ve % 56,3)
bildirmifllerdir.
Çal›flmada ulafl›lan blastosist oranlar› ise baz›
araflt›r›c›lar (8,10,11,12) taraf›ndan bildirilen oranlardan
düflük olmas›na ra¤men, Sevillano ve ark. (9) ile O’Brien
ve ark. (13)’n›n sundu¤u verilere (s›ras›yla % 6-11 ve %
13) yak›n olmufltur. Daha önce yapt›¤›m›z çal›flmalarda
(1-2) oldu¤u gibi, di¤er baz› araflt›r›c›lar da (14,16,17)
oldukça düflük (% 0-7) blastosist oranlar› bildirmifllerdir.
Sonuç olarak, mezbahada kesilen koyunlar›n
ovaryumlar›ndan elde edilen primer oositlerin in vitro
olgunlaflt›r›lmas›, fertilizasyonu ve kültürünü takiben
blastosist dönemine ulafl›lm›fl olmas›, bu tekniklerin
standardize edildi¤ini göstermektedir. Bu çal›flma ile elde
edilen sonuçlar daha ileri araflt›rmalar için önemli bir
basamak oluflturmaktad›r. Devam› olarak da öncelikle in
vitro fertilizasyon ile elde edilen embriyolar›n transferi ve
bu flekilde in vitro üretilen embriyolar›n in vivo yaflama ve
yavru oluflturma güçleri incelenecektir.
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